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VERSLAG 81.17 Pr.nrs. 7.382 en 7.473 
Project: Ontwikkeling va n methoden voor het aantonen van microbi~le 
toxine n en van hormonale anabolica. 
Onder~.;rerp: Literatuuronderzoek naar het voorkomen en het bepalen van 
Zearalenon e n Zeranol. 
Doel: 
Dit verslag heeft tot doel een literatuuroverzicht te geven omtrent 
het voorkomen en bepalen van Zearalenon en Zeranol in landbouwproduk-
ten. 
Samenvatting: 
Zearalenon is gevonden in de meeste delen van de ~1ereld waar mais of 
andere granen groeien. Varkens zijn het meest gevoelig voor estrogene 
effecten t .g . v . het toedienen van Zearalenon . 
Hogedrukvloeistofchromatografie lijkt momenteel de meest geschikte 
methode, waarbij zowel U. V. - als fluorescent iedetectie gebruikt kan 
~>Tarden. 
De methode n volgens Höller (26), Josefsson (28), Schweighardt (25 en 
29) en Fankel (31) kunnen fungeren als uitgangspunt voor het bepalen 
van Zearalenon in landbom-1produkten, ~.;raarbij eventueel "Post-Column" 
derivatisering gebruikt kan worden om de fluorescentiedetectie te kun-
nen verbeteren. 
Dunnelaagchromatografie en gaschromatografie gecombineerd met 
massaspectrometrie kunnen gebruikt worden als bevestigingsmethode . 
Na implantatie van kalveren met de in de praktijk gebruikelijke dosis 
Zeranol, was tot ca. 10 ~.,eken na implantatie in de uri ne Zeranol aan-
toonbaar . 
Gaschromatografie gekoppeld met massaspectrometrie of hogedrukvloei-
stofchromatografie met electrachemische detectie lijkt het meest 
geschikt voor het bepal e n van Zeranol in vlees, waarbij respec-
tievelijk de methoden volgens Stan (37) en Frischkorn (38) kunnen 
die ne n als uitgangspunt . 
Voor het bepalen van Zeranol in urine lijkt de me thode volgens 
Stephany (35) het mees t geschikt. 
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Conclusie : 
Volgens de literatuurgegevens moet het mogelijk zijn om Zearalenon te 
bepalen in graanprodukten tot een niveau van 2 ug/kg . Het bepalen van 
Zeranol in vlees en urine zou mogelijk moeten zijn tot een niveau van 
1 ug/kg. 
Verant1wordelijk : ir L.G.M .~h;A' ~tra \6 
Samensteller: w. Haasnoot '~ · 
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Inleiding: 
Diverse schimmelsoorten, zoals de Aspergillen, Penicillinen en 
Fusaria, zijn in staat om uiterst toxische stoffen (mycotoxi nen) te 
produceren. De schimmels van het soort Fusar ium komen algemeen voor in 
de natuur en zijn wereldwijd verspreid . 
De schimmel Fusarium graminearum ~o~ordt veelal gevonden op mais, tarwe 
of gerst en wordt beschreven als "veld" schimmel zmo~el als een 
"bewaar" schimmel. 
Deze schimmel en nog enkele andere zijn in staat om het mycotoxine 
Zearalenon (F- 2 toxine) te vormen. 
Dit toxine heeft een estrogeen effect op o.a . varkens, gepaard gaande 
met zwellingen van de geslachtsdelen en borstkliere n bij zmo1el man-
nelijke als vrouwelijke varkens . 
Zearalenon ~o1erd gevonden in graanprodukten in de meeste delen van de 
wereld. 
Naast de negatieve effecten waren er ook positieve kanten aan dit 
mycotoxine en deze \olerden commercieel bruikbaar bevonden. 
Derivaten van Zearalenon geven nl. verhoogde groeisnelheid bij dieren 
\o7anneer ze gebruikt worden op he t juiste moment en in de juiste 
hoeveelheid . 
Zo \vordt Zearalanol (Zeranol) gebruikt als werkzaam bestanddeel van 
he t handelspreparaat Ralgro, dat aangeprezen wordt als anabolicum voor 
slachtdieren. Door het wijd verspreid voorkomen van de Zearalenon pro-
ducerende schimmels bestaat de mogelijkheid dat het nederlandse 
veevoeder en voedsel voor menselijke consumptie besmet is met dit 
toxine . 
Het eventuele gebruik van het anabolicum Zeranol geeft de mogelijkheid 
dat residuen van Zeranol en zijn derivaten voorkomen in dierlijke pro-
dukten. 
Vanwege deze mogelijkhede n werd een 1i teratuuronderzoek uitgevoerd 
naar het voorkomen e n het bepalen van het mycotoxine Zearalenon in 
landbom•7produkten en he t anabolicum Zeranol en derivaten in dierlijke 
produkte n . 
Het voorkomen van Zearalenon: 
Zearalenon \mrd t voornamelijk ge producee rd door Fusarium roseum 
( grami nearum) ook wel Gi bberella Zeae genoemd. 
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Andere schimmels '"elke in staat zijn om Zearalenon te produceren zijn: 
Fusarium - culmorum 
Fusarium - moniliforme 
Fusarium - solani 
Fusarium - tricinctum 
Fusarium - sporotrichioides 
Fusarium - oxysporum . 
De tabellen I, II en lil geven gehalten aan Zearalenon welke zijn 
gevonden in plantaardige prodokten (veevoeders) die onderzocht werden, 
nadat de ermee gevoederde dieren allerlei ziektebeelden vertoonden. 
Dit soort prodokten werd aangetroffen in landen als: Frankrijk, 
Engeland, Finland, Hongarije, Joegoslavië, Rusland, Schotland, de 
Verenigde Staten van Amerika en Canada en de gehalten varieerden van 
0,06 tot 2900 mg/kg. 
Tabel IV geeft de gevonden gehalten aan Zearalenon tijdens orien-
terende onderzoekingen (0-600 ppm) van allerlei produkten. 
Mirocha (1) beschrijft dat Zearalenon gevonden is in de meeste delen 
van de wereld \<Taar mais of andere granen groeien. 
In 1977 werd door het RIV (2) een orienterend onderzoek uitge-
voerd naar de schimmelflora van graan, brood en banket, \<Taarbij in 
visueel niet-beschimmelde monsters mais ( n=l4) Fusarium-moniliforme 
werd aangetroffen (45% positief) . 
Verschijnselen t.g.v. het toedienen van Zearalenon: 
Varkens zijn he t meest gevoelig voor estrogene effecten veroorzaakt 
door het toedie nen van Zearalenon. 
Veevoeder, we lke 25, 50 en 100 mg/kg Zearalenon bevatte en gedurende 
een periode van 120 dagen werd gevoederd, veroorzaakte o . a . de 
volgende verschijnselen (10) : - vaginale verzakking 
- anale verzakking 
- hyperplasie van de baarmoeder 
- uittere n van de eierstokken. 
Jonge varkens, van het manne lijk geslacht, ondervonden het uitteren 
van de testikels, Z\<Telling van de voorhuid en vergroting van de 
borstklieren. 
8117.2 
- 3 -
' '' 
- 3 -
Nelson (11) nam naast de sexuele veranderingen ook een algemene ver-
suffing \'laar en maakte de opmerking dat het toedienen van voeder \olelke 
besmet is met de schimmel F-roseum, een groter ziektebeeld teweeg 
bracht als veevoeder welk besmet is met puur Zearalenon. 
Funnell (12) beschreef dat het toedienen van 1 mg Zearalenon per dag, 
al visuele verschijnselen vertoonde bij varkens en dat een gehalte 
van 0 , 6 mg/kg problemen zou kunnen veroorzaken. 
Noller (13) nam waar dat het effect van veevoeder, besmet met Gib-
berella Zeae, op koeien alleen \olas waar te nemen door verminderde 
gewichtstoename . 
Overdracht Zearalenon van natuurlijk besmet voeder naar \veefsel, urine 
en melk van koeien (14) 
Gedurende zeven \oleken werd aan tto~ee koeien 10 kg voer per dag gegeven 
welke 385 resp. 1925 ug Zearalenon/kg bevatte. 
Tijdens deze periode \olerd de melk onderzocht op Zearalenon en na deze 
periode \verden de koeien geslacht en lever, nieren, spienveefsel en 
urine onderzocht op Zearalenon. 
Zearalenon kon niet worden \vaargenomen ( ( 4 ug/kg) en overdracht naar 
vlees, organe n en melk kan \vorden uitgesloten bij natuurlijke con-
taminatie van het voer tot 1-2 mg/kg. 
Zearalenol (15): 
Zearalenol is een natuurlijk reductieproduct van Zearalenon. 
Het o< - Zearalenol isomeer heeft een drie maal grotere estrogene \verking 
als Zearalenon en het -8 -isomeer bezit een activiteit die gelijk is 
aan die van Zearalenon. 
In 1978 werd uit Finland een monster haver ontvangen (15) \velke 
verdacht \verd van contaminatie met mycotoxi nen . De schimmels F-roseum 
en F-tricinctum konden \vorden aangetoond . Uit Ne\v-York \olerd een 
monster mais verkregen \o~elk o.a . voedsel\.;eigering teweeg bracht bij 
varkens. 
In deze monsters werd naast Zearalenon (18 tot 135 ppm) ook Zearalenol 
gevonden (0,15 tot 1,5 ppm). 
Verdachte produkten zouden zowel op Zearalenon als ook op Zearalenol 
onderzocht moeten worden. 
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Zeranol en Zearalanon: 
Zeranol (Zearalanol), het ~o1erkzame bestanddeel van het anabolicum 
Ralgro, is een stof met estrogene ~o1erking . 
Dit Zeranol wordt gemaakt uit Zearalenon door (bio)chemische reductie 
met natriumborohydraat. 
Deze stof valt onder de in Nederland geldende verbodsbepalingen \o1at 
betreft de toediening ervan aan slachtvee. 
Ralston (16) implanteerde kalveren bij de geboorte en na 90 dagen met 
Ze ra nol (24 en 36 rog). 
De ge,.,ichtstoename bleek gelijk te zijn als na behandeling met 
Diethylstilbestrol. 
Bij een onderzoek verricht door het RIV (17), ~o1aarbij kalveren met de 
in de praktijk gebruikelijke dosis van 36 rog resp. 72 mg Zeranol in 
tabletvorm ,.,aren geimplanteerd, ~o1as Zeranol tot ca. 10 ~o1eken na 
implantatie in de urine aantoonbaar (det . gr. 10 ug/1). 
Er bestaan veronderstellingen dat het toegediende Zeranol ~o1ordt 
uitgescheiden in de vorm van metabolieten (o.a. Zearalanon) , maar bij 
het hiervoor genoemde RIV onderzoek kon Zearalanon niet ~wrden aange-
toond in urine van geimplanteerde kalveren. 
Vamo1ege het economische belang voor de veehouder bestaat de moge-
lijkheid dat het gebruik van anabolica wordt toegepast. Ter controle 
dient men te beschikken over analysemethoden welke Zeranol en het 
metaboliet Zearalanon op een laag niveau kunnen k1o1antificeren (ca. 1 
ug/kg) in vlees en urine. 
Structuur (1): 
Zearalenon I•TOrdt gekarakteriseerd als: 
[ 6-( 10- hyd roxy-6- oxo-t rans-1-u ndece nyl )-.8-resorcyl ic-acid-lac tone ] 
c1sH22os . 
HO 
R2 
H R3 
R4 
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R1 RZ R3 R4 
Ze ar alenon Hz Hz =0 H 
Zeara1enol Hz H2 OH H 
6',8' - dihydroxyzearalene OH Hz OH H 
8'-Hydroxyzearalenon OH Hz =0 H 
7'-Dehydrozearalenon H H =0 H 
5- Formylzearalenon H2 Hz =0 CliO 
Zearalanol (Zeranol) Hz Hz OH H zonder dubbele band 
tussen 1 I en Z'. 
Zearalanon Hz Hz =0 H zonder dubbele band 
tussen 1 I en Z'. 
Het in de natuur voorkomende Zearalenon heeft een trans configuratie 
bij de Cl', CZ' dubbele binding. 
Het hoog intensieve ultravioletstraling verandert deze in de cis-
configuratie. 
Holecuulgewicht van Zearalenon is 318. 
Smeltpunt van Zearalenon is 164- 165°C. 
Oplosbaarheid (1): 
Zearalenon is onoplosbaar in: water en tetrachloorkoolstof 
en oplosbaar in: alkalische waterige oplossingen, 
ether, benzeen, chloroform , dichloormethaan, ethyla-
cetaat, acetonitril en alcoholen . 
Fluorescentie (1): 
De aantoTezigheid van een hydroxylgroep op C2 (zie figuur blz.4) is een 
e e rste vereiste voor fluorescentie. 
Elimineren van de dubbele binding op Cl '-Cz', zoals in Zearalanon, 
belet de fluorescentie. 
Verandering van de protonen van de dubbele binding op de 1' - Z' posi-
tie, van de natuurlijke transconfiguratie naar de cisconfiguratie, 
zal de intensiteit van de fluorescentie verminderen. 
Excitatie golflengte bij 360 nm veroorzaakt een blauw-groene 
fluorescentie die meer intensief is indien de ingestraalde golflengte 
Z60 nm is. 
De maximale fluore scentie in ethanol is bij A ex. Z75 nm en À em bij 
465 run. 
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Op een dunnelaagplaat is ca . 50 ng zichtbaar (fluorescentie), maar 
door te behandelen met AlCl3 is ca. 10 ng waar te nemen (geel 
fluorescerend) . 
u.v. absorptie (1): 
Zearalenon: 
--- - --
De absorptiemaxima e n de daarbij behorende molaire extinctiecoëffi-
cienten in ethylacetaat en methanol zijn: 
Á ( nm) E 
Zeranol : 
236 
274 
316 
Á(nm) 
218 
265 
304 
- - -
29.700 
13 . 909 
6 . 020 
E 
? 
13 . 900 
? 
Omtrent Zearalenol en Zearalanon zijn geen gegevens bekend. 
Analysemethoden: 
Voor het bepalen van Zearalenon in diverse produkten zijn vele metho-
den voorhanden ~o~aarbij de scheid! ng en detectie voor het merendeel 
zijn onder te verdelen in drie technieken: 
- dunnelaagchromatografie 
- hogedrukvloeistofchromatografie 
- gaschromatografie . 
De behaalde detectiegrenzen zijn met behulp van dunnelaagchromato-
grafie in verhouding met HPLC en GLC slecht. 
Voor de analyse van Zearalenon met behulp van GLC is een derivati-
seringsstap noodzakelijk om de gewenste gevoeligheid te bereiken. 
Hogedrukvloeistofchromatografie lijkt momenteel de meest geschikte 
methode voor het bepalen van Zearalenon in diverse produkten . 
Hiervan zijn voor het bepalen van Zearalenon dertien publicaties 
gevonden. 
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Voor een overzicht van de HPLC methoden, de onderzochte matrices en de 
daaraan verbonden detectiegrenzen wordt verwezen naar tabel V (bl z. 22). 
Enkele gaschromatografische methoden zijn eveneens opgenomen in dit 
literatuuroverzicht om eventueel te gebruiken als bevestigingsmethode. 
Voor het bepalen van Zeranol zijn zes publicaties opgenomen welke 
Zeranol, en bij twee publicaties ook Zearalanon, bepalen in urine, 
vlees en organen. 
Vanwege de verschillende Op\verki ngstechnieken per produkt, scheid i ngs-
en detectiesysteem worden de gevonden analysemethoden hierop volgend 
samenvattend beschreven. 
:t-Iethoden voor het bepalen van Zearalenon m.b.v. HPLC: 
1) Engstram (19). 
HPLC methode voor de detectie en scheiding van Rubratoxine, afla-
toxinen en andere mycotoxinen. 
Hier wordt de scheiding beschreven van zeven mycotoxinen, \vaaronder 
Zearalenon. De absolute detectiegrens voor Zearalenon is 1 ng onder 
de volgende condities: 
kolom u Bondapak Cl8 
eluens acetonitril/water/ijsazijn (55:45:2 v/v/v) 
detector: U.V., .Á254 nm. 
Onder deze condities is de capaciteitsfactor voor Zearalenon ca. 5. 
2) Holder (20). 
Residu analyse van Zearalenon en Zearalanol in dierlijke prodokten 
door middel van HPLC en GLC. 
De extractie wordt met methanol uitgevoerd, waarna het extract 
wordt geextraheerd met benzeen. Vervolgens wordt ee n clean- up 
toegepast met behulp van Sephadex LH-20 en nadien door een zuur-
base extractie , gevolgd door een silicagelkolom clean- up waarbij 
Zearalenon en Zearalanol \vorden gescheiden door eerst te elueren 
met benzeen/aceton (49+1) en dan met benzeen- aceton ( 47+3). 
Condities HPLC: 
kolom u Bondapak C18 
eluens methanol/water (65+35) 
detectie: u.v. Á254 nm. 
De absolute detectiegrens is 5 ng en de recovery 80%. 
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3) Hunt (21). 
He t gebruik va n HPLC voor de identificatie en bepal i ng van Zearale-
non , Patuline en Penicillinezuur in voedsel . 
De extractie wordt uitgevoerd met een mengsel van acetonitril/ 
water , waarna wordt ontvet met 2,2,4-trimethylpentaan. 
Na uitschudden met chloroform wordt het extract gereinigd met 
behulp van een silicagelkolom en vervolgens door middel van semi-
preparatieve HPLC onder de hiervolgende condities: 
kolom alumina Alox 0520, 5-20 urn (M&N) 
eluens chloroform/hexaan/azijnzuur (50:50:1) 
flm•T 4 ml/mi n . 
detectie: U.V. Á 280 run . 
De uitgevangen f ractie werd ingedampt en opgelost in chloroform 
waarna '-1erd geinjecteerd op de analytische kolom met de hier-
volgende condities: 
kolom 
eluens 
Lichrosorb Si 60, 5 urn 
chloroform/ azijnzuur ( 50: 1) 
flow 2 ml/min. 
detectie: u.v.Azso nm. 
De methode is getest met monsters graan, noten en vlees, waarbij de 
reeoverles varieerde n van 65 tot 90% op een niveau van 10 tot 20 
ppb. De detectiegrens is 5 ppb. 
4) Scott (22). 
Bepaling van Zearalenon in cornflakes en ander op graan gebaseerd 
voedsel door middel van TLC, HPLC en GLC/HRMS. 
Met methanol ,y-ordt geextraheerd ~V"a arna het extract met hexaan 'V"ordt 
ontvet. 
De me thanolfase wordt met behulp van 2nNaOH op pH 13,0 gebracht en 
uitgeschud met chloroform, '-1aarna de methanolfase op pH 9,4-9,5 
wordt gebracht met zwavelzuur. 
De methanolfase wordt geextraheerd met chloroform e n het extract 
gereinigd met een silicagelkolom. De scheiding en detectie wordt 
uitgevoerd met behulp van HPLC onder de volgende condities : 
kolom Spherisorb silica 5 urn 
eluens cyclohexaan, methyleenchloride, methanol (300+90+10 of 
600+135+15) 
detector: fluorescentie Á ex 310 nm 
A em 470 nm of ,l. em 510 nm . 
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De absolute detectiegre ns bij,Áem 470 nm is 1 ng en de detec-
tiegre ns 5 ppb. Bij ,Á em 510 nm is de absolute detectiegrens ca . 3 
ng. 
5) Malaiyandi (23). 
Een HPLC methode voor de k~o1antitatieve bepaling van sub- microgram 
hoeveelheden Zearalenon in landbouwprodukten. 
Landbouwprodukten worden geextraheerd met een mengsel van chloro-
form, H20 en methanol, waarna het extract wordt uitgschud me t 
natronloog. De natronloogfase wot·dt gewassen met chloroform . De 
1o1aterige fase wordt, na aanzuren tot pH 6-8, onmiddellijk geextra-
heerd met chloroform. De chloroformfase ~wrdt gewassen met een 2% 
natriumbicarbonaatoplossing en vervolgens gereinigd met behulp van 
ee n silicagelkolom. 
HPLC condities: 
kolom 
eluens 
u Bondapak Cl8 
methanolholater (70: 30) 
detektor: U.V. 280 nm. 
De absolute detectiegrens is ca. 2 ng en de detectiegrens in land-
bouwprodukten is 100 ppb. 
6) Hare (24). 
De bepaling van Zearalenon in graan door middel van HPLC en 
fluorescentiedetectie. 
De extractie ~wrdt uitgevoerd met chloroform, ~o1aa'óa het extract 
1wrdt uitgeschud met natronloog. 
De natronloogfase ~o1ordt aangezuurd met citroenzuur en uitgeschud 
met benzeen. De benzeenfracties worden vervolgens ge1o1assen met 
\>later. Na indampen 1o10rdt het residu opgelost in een mengsel van 
methanol en water en vervolgens vloeistofchromatografisch 
gescheiden. 
HPLC condities : 
kolom 
eluens 
Spherisorb ODS 
methanol/water (58+42) 
detector: fluorescentie: ).. ex 236, 274 , 25l• en 314 nm 
Aem 418 nm. 
Detectiegrens is 10 ppb. 
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7) Sch1o1eighardt (25) 
Zearalenonbepaling in landbomoJprodukten met behulp van HPLC. 
Na extractie met azijnzuurethylether, wordt het ingedampte extract 
uitgeschud met natronloog. 
Na aanzuren van de natronloogfracties met fosforzuur (pH 8) 1o1ordt 
de waterige fase uitgeschud met chloroform en na indampen 
geÏnjecteerd in de vloeistofchromatograaf. 
HPLC condities: 
kolom Cyano-Sil-x-1 (25 cm i .O. 2,6 mm) 
eluens chloroform/iso-oktaan (70/30) 
detectie: U.V. 274 nm. 
fluorescentie: }. ex 274 nm enÁem 445 nm. 
De detectiegrens in mais is met U.V. detectie 17 ppb en met 
fluorescentiedetectie ca. 2 ppb. 
8) HÖller (26) . 
HPLC voor Zearalenon in granen. 
Het monster 1o1ordt geëxtraheerd met fosforzuur en chloroform waarna 
het extract wordt gereinigd met behulp van een silicagelkolom. 
Vervolgens wordt het extract gereinigd door middel van een zuur-
base extractie (uitschudden met ln NaOH, aanzuren tot pH 8 en 
uitschudden met chloroform). 
Voor rijst 1o1ordt een extra clean- up gebruikt door middel van een 
Sephadex LH- 20 kolom. 
HPLC condities: 
kolom Spherisorb 10 um ODS 
eluens methanolholater (70+30) 
detectie: U.V. ,À 236 nm, 274 nm en 316 nm. 
Bij 236 nm is de absolute detectiegrens 0,6 ng en de detectiegrens 
in granen is 2 ug/kg met een recovery van 80-90% . 
9) Diebold (27). 
Bepaling van Zearalenon in graan door middel van laser-
fluorimetrie. 
Graan wordt geextraheerd met een mengsel van \olater en methanol. Na 
toevoegen van ammoniumsulfaat wordt het extract uitgeschud met 
hexaan. 
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De waterige fase wordt vervolgens uitgeschud met dichloormethaan. 
De dichloormethaanfractie wordt drooggedampt en het residu opgeno-
men in ethanol. 
Met behulp van een Sep-pak silicagel cartridge wordt het extract 
gereinigd. 
HPLC condities: 
kolom 
eluens 
Bondapak Cl8 
\<later/ethanol (50+50) 
detector: laser fluorescentie detec tor 
A ex 325 nm (He- Cd ion laser). 
De absolute detectiegrens is 300 pg t erwijl de detectiegrens in 
graan 5 ug/kg bedraagt. 
10) Josefsson (28). 
HPLC methode voor het bepalen van Ochratexine A en Zearalenon in 
granen. 
Ochratexine A en Zearalenon \<lorden simultaan bepaald in graan met 
een detectiegrens voor Zearalenon van 2 ug/kg. De extractie wordt 
uitgevoerd me t fosforzuur en chloroform. Het extract wordt 
gereinigd met behulp van een silicagelkolom en vervolgens door 
middel van een zuur-base extractie. 
HPLC condities: 
kolom Spherisorb ODS 5 um 
eluens ; methanol/water (70+30) + HAC tot pH 4, 5 
detec tie: U.V. 236 nm. 
11) Schweighardt (29). 
Analyse van de fusarium-toxinen Zearalenon en Vomitoxine in men-
selijk voedsel en diervoeders door middel van HPLC. 
Er wordt een methode beschreven welke Zearalenon bepaalt in 
éénduidige produkten en in gemengde diervoeders met als detec-
tiegrens 2 ug/kg en reeoverles welke liggen tussen 70- 80%. De 
extractie \<lordt uitgevoerd met azijnzuurethylether. 
Het extract \<lOrdt drooggedampt, opgenomen in chloroform en 
uitgeschud met natronloog. De natronloogfractie \<10rdt aangezuurd 
met fosforzuur tot pH 8 en vervolgens geextraheerd met chloroform. 
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HPLC condities: 
kolom Lichrosorb SI 60 (1= 25 cm Ld. = 4,6 mm) 7 um 
eluens chloroform/ iso-oe taan 7 5/25+1, 5% methanol 
detectie: fluot·escentie À ex 274 nm en ~em = 445 nm. 
12 ) Co hen ( 3 0) • 
Sephadex LH- 20 clean- up, HPLC en fluorescentiedetectie voor de 
bepaling van Zearalenon in diervoeders. 
De extractie wordt uitgevoerd met een mengsel van chloroform en 
ethanol. Het extract wordt na indampen gereinigd met behulp van 
een Sep- pak silicagel cartridge en vervolgens met behulp van 
gelpermeatie (slurrie van Sephadex LH-20 in chloroform-iso- octaan 
(98+2)), waarbij Zearalenon ~o~ordt geelueerd tussen 105 en 155 ml 
bij een eluensstroom van 3 ml/mi n. 
Na indampen ~o1ordt een deel in de vloeistofchromatograaf gebracht. 
HPLC condities: 
kolom Lichrosorb NH2 
eluens dichloormethaan-ethanol (97+3) 
detectie: fluorescentie A ex 274 nm en ~em 418 nm. 
De absolute detectiegrens is ( 1 ng en de detectiegrens in dier-
voeders is 10 ug/kg. 
13 ) Fa nke 1 ( 3 1 ) • 
Een snelle en k~o1antitatieve bepaling voor Zearalenon in maiskuil-
voeders en andere voeders. 
De extractie ~mrdt uitgevoerd met methanol, waarna het extract 
wordt ontvet met hexaan en vervolgens uitgeschud met chloroform. 
Het extract wordt gereinigd met behulp van een florisil kolom. 
HPLC condities : 
kolom 
eluens 
Lichrosorb RP-8 
methanol/water (65/35) 
detectie: u.v; À 254 nm. 
De detectiegrens is 10-20 ppb met een recovery van 80 tot 90% . 
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Hethoden voor het bepalen van Zearal~'non met behulp van GLC: 
1) Holder (20 ). 
Residuanalyses van Zearalenon en Zearalanol in dierlijke produkten 
door middel van HPLC en GLC: 
Na de opwerking (zie 2 onder methode HPLC) wordt het residu opge-
nomen in 0 , 5 ml benzeen, waarna 1 ml 0,1 m trimethylamine en 100 
ul pentafluoropropionanhydride wordt toegevoegd . 
Dit mengse l gedurende 20 min. laten reageren bij kamertemperatuur 
en de reactie \-mrdt gestopt door het toevoegen van 1 ml 1 molair 
fosfaat-buffer (pH 4,2) . 
Hierna \Wrdt geextraheerd met benzeen en na drogen over natrium-
sulfaat geinjecteerd in de gaschromatograaf . 
GLC condities: 
kolom 5% Dexsil op 80- 100 mesh Gas-Chrom Q 
(1=100 cm en id = 4 mm) 
draaggas stikstof 160 ml/min 
temp. i nj. 240°C. 
temp. ECD det.: 270°C 
temp . kolom 220°C 
Deze methode werd gebruikt als bevestiging boven het 1 ppm niveau. 
2) Trenholm e . a. (32). 
De gaschromatografische detectie van het mycotoxine Zearalenon in 
bloedserum. 
Zearalenon wo r dt gescheiden van bloedserum met behulp van 
kolomchromatografie (Jetube), gevolgd door een zuur- base extractie 
met dichloorme thaan als de organische fase . 
Nadat epicoprostanol (als interne standaard) is toegevoegd \Wrdt 
het monster drooggedampt, gederivatiseerd met n- methyl-n-
trimethylsilyltrifluoroacetamide en geinjecteerd in de gaschroma-
tograaf. 
GLC condities: 
kolom 
detector 
3% OV- 17 op 120-140 me sh Gas- chrom. Q 
(1 . 3,7 m x 0,64 cm ud. en 2 mm id . ) 
vlamionisatie 
temp. kolom: 262°C 
fl0\-1 25 rol N2/min 
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De absolute detectiegrens is 0,5 ng, wat overeenkomt met 100 ug/1 
Zearalenon in bloedserum, met reeoverles van 68-74% . 
3) Thouvenot (33). 
K\•lB ntificeri ng van Zearalanon door middel van GLC op glazen 
capillaire kolommen. 
Een interne standaard , Zearalanon, lwrdt gemengd met het graan-
monster, gevolgd door extractie met ethylacetaat ; zuivering door 
middel van TLC en derivatisering met trimethylsilylether (TMS) en 
methyloxi ne U·10X). 
GLC condities: 
capillaire kolom: SE-52 (1= 57 m en i.d 0,29 mm en fase dikte 
0,21 urn) 
draaggas 
kolomtemp. 
injectie temp. 
detector 
helium 1 ml/min. 
280°C 
300°C 
vlamionisatie. 
De absolute detectiegrens is 1 ng en de detectiegrens in graan is 
0,1 mg/kg. 
4) Scott (22). 
Bepaling van Zearalenon in cornflakes en ander op graan gebaseerd 
voedsel door middel van TLC, HPLC en GLC/HRMS. 
Gaschromatografie gekoppeld met massaspectrometrie bleek het meest 
gevoelig en selecti ef voor de bepaling van Zearalenon in 
graanprodukte n (detectiegrens 0,1 ug/kg) . Aan het extract (voor 
opwerking zie 4 onder HPLC methode) \o10rdt 50 ul N-methyl-N-
trimethylsilyl-2,2,2-trifluoroacetamide toegevoegd (20 min. bij 
kamertemperatuur laten staan) . 
Q.Lf/.!!.~S _ c~ ~i! i~s _!_ 
kolom 
draaggas 
i njectietemp. 
temp. kolom geprogrammeerd van 
temp. interface 
specifieke ion mode 
electron voltage 
8117.14 
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Methoden voor het bepalen van Zeranol en Zearalanon: 
1) Frischkorn (34). 
De bepaling van het anabolicum Zeranol en zijn metaboliet Zearala-
non in vlees door middel van HPLC: 
VLees wordt na malen geextraheerd met chloroform en vervolgens 
\Wrdt het chloroformextract uitgeschud met natronloog. Na aanzuren 
van de natronloogfase tot pH 4 wordt het vrije Zeranol en Zearala-
non met chloroform geextraheerd. 
Na indampen van het extract wordt het residu opgenomen in een 
klein volume methanol. 
HPLC condities: 
kolom Zorbax ODS (5 um) 
eluens gradient van methanol/water (4+6) 
tot methanol/water (9+1) 
de tee tor: U. V. À 264 run. 
Absolute detectiegrens van Zeranol en Zearalanon is 1-5 ng en de 
detectiegrens in vlees is 10 ug/kg met een recovery van ca . 60%. 
2) Stephany (35), 
Het aantonen van het veterinaire anabolikum Zeranol als dansylaat 
in urine. 
Urine \.;rordt gedurende 1 nacht gehydrolyseerd bij 40°C, pH l1,6 en 
door toevoegen van 0,2 ml Suc, ' d'Helix Pomatia. 
Na afkoelen van het hydrolysaat wordt aangezuurd tot pH 0,5 en 
geextraheerd met chloroform . Na drogen en indampen van het chloro-
formextract wordt het residu opgenomen in benzeen en gezuiverd 
over aluminumoxide. 
Zeranol wordt geelueerd met een mengsel van benzeen, ethanol en 
water (25:24:1), na droogdampen wordt het residu opgenomen in een 
natronloogoplossing en gewassen met chloroform . De \.;raterige fase 
wordt aangez uurd met 10 ml HCl (1 n) en geextraheerd met chloro-
form. 
Het chloroformextract \.;rordt na ,.;rassen met water gedroogd over 
natriumsulfaat en drooggedampt, waarna het residu \.;rordt opgenomen 
in 0,15 ml Dans-Cl-opl. (in ether) en 0,15 ml katalysator mengsel 
wordt toegevoegd. 
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Na mengen van het t\veefase-systeem \vordt de etherfase 
afgescheiden, de waterige fase nog t\veemaal uitgeschud met ether 
en de verzamelde etherfracties drooggedampt. 
Het residu \vordt opgenomen in 0,2 ml chloroform en 10 ul 2-
dimensionaal gechromatografeerd op silicagel HPTLC-plaatjes 
(10x10cm) met als 1e loopvloeistof een mengsel van n-hexaan , ethyl-
acetaat en dichloormethaan (2:4:4 v/v/v) en als 2e loopvloeistof 
een mengsel van n-hexaan en ethylacetaat (3 :2 v/v) . 
De droge dunnelaagplaatjes \vorden bespoten met triethanolami ne (in 
isopropanol) en beoordeeld onder U.V. -licht (366 nm). 
De oorspronkelijke felgeel fluorescerende vlekken van het Zera-
noldansylaat verkl euren hierbij na verloop van enkele minuten tot 
intensief fluorescerende blamo~groene vlekken, \velke in het donker 
en bij kamertemperatuur minstens e nkele dagen goed zichtbaar zij n. 
De absolu t e detectiegrens is 1 ng en de detectiegrens in urine 
ca . 1 ug/kg . 
3) Hui s in 't Veld (36). 
Gaschromatografische methode voor de bepaling van Zeranol en 
Zearalanon in kalverurine . 
De scheiding va n Zeranol en Zearalanon, alsmede de zuivering van 
het ethylacetaatextract, vind t langs papierchromatografische weg 
plaats. 
Daarna volgt de luo1a nt itatieve bepal i ng van Zera nol en Zearalanon, 
als vluchtige thermisch stabiele trimethylsilaan (TMS) derivaten 
langs gaschromatografische \>leg . 
GLC condities: 
kolom 3% SE-52 op chromosorb WAH DMCS 60-80 mesh 
kolom temp.: 250°C 
det . t emp. 250°C 
i nj . t emp . 315°C 
draaggas stikstof 40 ml/mi n. 
detecti e FID . 
De detectiegrens is 10 ug/kg en de recovery op een niveau van 100 
ug/1 is ca . 70%. 
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4) Holder (20). 
Residuanalyse van Zearalenon en Zearalanol in dierlijke prodokten 
met behulp van HPLC en GLC. 
(Zie 2 onder HPLC methoden en 1 onder GLC methoden). 
5) Stan (37). 
Bepaling van residuen van anabolische drugs in vlees door middel 
van GLC-MS. 
De extractie wordt uitgevoerd met tetrahydrofuraan, gevolgd door 
een vloeistof-vloeistof verdeling tussen acetonitril en hexaan en 
vervolgens wordt het extract gezuiverd door middel van een sili-
cagelkolom . 
Na derivatiseren met BSA en THCS \-mrdt een aliquot gaschromato-
grafisch onderzocht op een capillaire SE-54 kolom met een 
massaspectrometer als detector. 
De detectiegrens voor Zeranol is 1-5 mg/kg. 
6) Frischkorn (38). 
Residubepaling van estrogeen werkende stoffen in vlees door middel 
van HPLC met voltametrische detectie. 
Na malen van het vlees en homogeniseren met zeezand en natrium-
sulfaat wordt geextraheerd met methanol. 
Na centrifugeren wordt de methanolfase ingedampt tot klein volume 
en vloeistofchromatografisch onderzocht. 
HPLC condities: 
kolom 5 um RP18 
eluens gradient van acetonitril/water 1:9 tot acetonitril/water 
9:1 
als grondelectroliet \vordt 1 g LiCl en 1 g LiClo4 per 
liter eluens toegevoegd. 
detector: E.C.D. 
Detectiegrens Zeranol ( 1 ug/kg. 
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Samenvatting: 
- Zearalenon is gevonden in de meeste delen van de wereld \<laar mals of 
andere granen groeien (1). 
Varkens zijn het meest gevoelig voor estrogene effecten, veroorzaakt 
door het toedienen van Zearalenon en bij een gehalte van 0,6 mg/kg 
in het voer zouden problemen kunnen optreden (12). 
Overdracht van Zearalenon, van natuurlijk besmet voeder naar weef-
sel, urine en melk van koeien, kan \<lorden uitgesloten bij een 
gehalte in het voer tot 1-2 mg/kg (14). 
Voor het bepalen van Zearalenon in diverse produkten zijn vele 
methoden voorhanden. 
Hogedrukvloeistofchromatografie lijkt momenteel de meest geschikte 
methode en omtrent deze zijn verschillende methoden gevonden welke 
gebruik maken van zm<~el "Reversed Phase", adsorptie en "Normal 
Phase" chromatografie. 
Zo\o1el U.V.- als fluorescentiedetectie lijkt geschikt voor het waar-
nemen van Zearalenon, waarbij de gevoeligheid ongeveer gelijk is 
(ca. 1 ng). 
Voor de bepaling van Zearalenon met behulp van gaschromatografie 
moeten derivatiseringsreacties worden uitgevoerd. 
De gevoeligheid is ongeveer gelijk aan die bij de hogedrukvloeistof-
chromatografie, maar de methoden zijn meer complex. 
Gaschromatografie gekoppeld met massaspectrometrie is het meest 
gevoelig en selectief (22) en zou als bevestigingsmethode gebruikt 
kunnen worden. 
- Zearalenol is een natuurlijk reductie product van Zearalenon. 
HetoC-Zearalenol isomeer heeft een driemaal grotere estrogene 
werking als Zearalenon en het.13- isomeer bezit een activiteit die 
gelijk is aan die van Zearalenon. 
Positieve monsters voor Zearalenon zouden tevens omtrent de aan-
\<lezigheid van Ze ar alenol onderzocht moeten worden (15). 
- Zeranol, het werkzame bestanddeel van het anabolicum Ralgro, is een 
stof met estrogene \<let·king. Dit Zeranol \<lordt gemaakt uit Zearalenon 
en valt onder de in Nederland geldende verbodsbepalingen, wat 
betreft de toediening ervan aan slachtvee. 
Bij kalveren, die met de in de praktijk gebruikelijke dosis van 36 
mg resp. 72 mg Zeranol in tabletvorm waren geimplanteerd, ~>~as Zera-
nol tot ca. 10 \<leken na implantatie in de urine aantoonbaar . 
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Voor de bepaling van Zeranol in vlees en organen zijn vier methoden 
gevonden. De detectiegrens varieerde van 10 tot ( 1 ug/kg . De me tho-
den met de laagste detectiegrens maken gebruik van GLC-HS (37) en 
HPLC met electrochemische detectie (38). 
Voor de bepaling van Zeranol in urine zijn t~qee methoden gevonden 
met een detectiegre ns van resp. 1 ug/kg en 10 ug/kg, waarbij TLC en 
GLC gebruikt werden (35 en 36). 
Zearalanon, een reductie produkt van Zeranol, kon niet worden 
~Taargenomen in urine van geimplanteerde kalveren. 
Conclusie: 
Volgens de literatuurgegevens moet het mo gelijk zijn om Zearalenon te 
bepalen in graanprodokten tot een niveau van 2 ug/kg. 
Het bepalen van Zeranol in vlees en urine zou mogelijk moeten zijn tot 
een niveau van ca. 1 ug/kg. 
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Tabel I: (3) 
Natura! Occurrence of Znrllenone In Com 
Eumlned because of: Country Leve4 (ppm) 
Hyperestrogenism In farm animals Fra.nce 2.3 
Yugoslavia J8 
Poi.sonin& in swinc YugosJavia 2.5·35,6 
Severc mold darnagt and swinc J'tfusal Yugo~avia 0.7-14.5 
Gibbudlo :uo~ darnagt United Stales 0.1-1.5 
Porcine hyperestrogcnism Yur;oslavia 35.6 
Porcinc hypcrestrogcnism Uniled Stales 2.7 
Porcinc absortion Uniled Stales 32.0 
England 306 . 
Porcine fee d refuul United Stales 2.5 
Uypcreslrogcnism in swine Uniled Stales 0.1-0.15 
Uyperestrogcnism in swine Canada 0.2 
Uypcrestrogenism in swine Uniled Stales 0.12 
Hypcrestrogcnism in swine:1 Uniled Stales 0.12 
Hypercstrol!cnism in swine Uniled Stales 6.4 
Vulvovapnitis, misurriages, and 
R~ia infcrtility in pigs Nol staled 
aoielhybtibcstuol wM also present in this sample. 
Tabel II: (3) 
Natura! Occurrcnn of Zcauknone in Grains and Oilseeru 
Commodit)' 
Darier 
Uarlrr 
Dar Ir)' 
Darier 
Grain sorgh um 
Grain sorghum 
Sname meal 
Tabel III: (3) 
Feed 
Pit fttd 
Sila~r 
Dair)' ration 
Pig le ed 
Pir leed 
Porc inr !!est alion 
ralion 
Dry sow r•tion 
Farro\\WI! ration 8 
Dry sow ralion a 
uclalion ration 
Gestation ralion 
Commercial peUtled 
mixed feed 
Feed componrnts 
Examined becausc of: Country 
Decrea.ses in egg 
produelion England 
Reduction in pil! lilters Sco tland 
Stillbirths, nconatal 
rnorlalil)', and smal I 
Iiiiers in S\\~ne Scotland 
Death in S\\~nt En~and 
Bovine aborlion Uniled Stales 
Hypcre s lro)!enism in swinr Unil ed Stales 
Hyperestro~tcnism in S\\~ne Uniled Stales 
Natura! Occurrence of Ze:araleno ne in Mixed Fecru 
Examincd because of: Country 
Jnfertility in cattic and swine Finland 
Hypcrestro~;cnism in cattie and 
S\VÎOt Uniled Stales 
Field problems in animals Uniled Stales 
Porcine hyperutrogenism Uniled Stales 
Uniled Stales 
Bovine fee d refusal,letharg)', anc mia Uniled States 
Porcinc intemal hemorrhagjn~; Uniled Stales 
Porcine h ypc restr ogenism Uniled Stales 
Porcinc in fertility, a hortion Uniled S tales 
Hyptrestr ol'enism in swine Canada 
Hypcrestrorcnism in swine Canada 
Hyptreslrogenism in "vine Canada 
Hyperestrogen ism in ''vine Canada 
Uypuestrogenism in S\VÎne Canada 
Hypereslrogenism in swinc Uniled Stales 
Toxicosis in dairy cattie Hungary 
•Dirthylstilbulerol was also present in these samples. 
uve l (ppm) 
Nol staled 
Nol staled 
0.5-0.75 
Traces 
I 2.0 
2.0 ·5.6 
1.5 
uvcls (ppm) 
25.0 
0.1-2900 
Nol staled 
50.0 
87 .3 
1.0 
0.1 
o.s 
0 .0 1 
0.15 
0.066 
0 .25 
1.0 
o.s 
6.8 
5·15 
Rtferenee 
J3 
JO 
J4 
J5 
J6 
J7 
17 
17 
17 
17 
1 
I 
I 
I 8 
Rtferenee 
22 
22 
23 
24 
17 
Refcrcncc 
26 
27 
28 
17 
17 
17 
17 
17 
I 7 
29 
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Tabel IV: orienterende onderzoekingen 
I aantal Gehalte 
Land jaar produkt I monsters % pos (ppm) I Referentiel 
I 
USA I 1967 ma is I 283 1 0,4 - 0,9 3 
I 1968- 69 I ma is I 293 2 0,4 - 0,9 3 
I 1972 I ma is I 223 17 0,4 -5 ,0 3 
I 1973 I ma is I 315 6 0,4 3 
I 1973 I ma is I 139 6 ? 3 
\1973- 75 1 maisprod. I 119 0 3 
I 197 5 I gerst I 112 17 o,s - 5,o I 3 
1 1975 I sojabonen I 180 0 3 
I 197s-76 I graanprod. I 197 29 0,4 - 5,o 1 3 
I 1976 I tar1ve I 54 35 0,4 -11 I 4 
I 198o I graan I 56 28 0,2 -6 ,9 I 5 
India 1 1979 I tanve/ rij st I 85 86 0 -600 I 6 
Italië I 1979 I ma is I 29 10 0,4 -2 ,0 I 7 
Joegoslavie I 1977 I graan I 191 3 0,04- 10 I 8 
Fram<rijk 1 1973 I kuilmais I ? ? 1 -8,6 I 9 
I 
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Tabel V: HPLC n:etooden 
Auteur jaar prcxlukt det . grem detector kolan I eluem: 
Ergstton 1977 - 1rg U.V. 254 rm u Botrlaoak C18 éCetoni.tril/ water/ ijsazijn (55:45:2) 
Holder l 1977 dierlijl:e prod. j 5 rg l U.V. 254 rm l u BorrlaPak C18 l netharol/water (65+35) I 
Runt l 1978 voedsel I 5 ppb I U.V. 200 rm l Ucbrosorb SI 60 I chlorofonn/mierezuur ( .50: 1) I 
Scott I 1978 koren p:-od. I 1 rg/5 ppb I Fl Áex 310 rm I Sprerisorb Silica l cyclob:x/OlzC12/0ij)H (300+90+10) I 
I l A em. 470 of 510 n4 I .I 
I I I Sprerisorb ors l uetharol/Hzü (65+35) I 
Malaiyan:li I 1978 lan:Ib.prod. l 100 ppb/2,5 rg I U.V. 280 on l u Borrlapak C18 I uetharol/Hzü (70: 30) I 
Ware I 1978 koren l 10 ppb I Fl Ex 236, 274, j Spherisorb OIS l uetharol/Hzü (.58+42) I 
I I 254 en 314 on I I I 
I I em. 418 on 
1 Cyaro-sU-x-1 
I I ~ighardt l 1978 lan:Ib. prod . I 11 ppb I u.v; 274 I chlorofonn/iso-cctaan (70/30) I 2 ppb I Fl ex 274 en I I I 
I I em. 445 I I I 
Molier l 1978 graren I 2 ppb/0,6 tg l U.V. 236, 274, 31~ Spherisorb ODS l netharo1/water (70/30) I 
Diebold I 1979 maïs 5 ppb/0,3 rg l LF1 I Borrlapak C18 I water/ ehtarol (50/.50) I 
Josefsson I 1979 graan \ 2 ppb u.v. 236 Spherisorb OIS l uetharol/Hzû (70+30 ) I I + HAC (pH 4,5) 
Coren I 1980 diervoeders I 10 ppb/ 1 ~ Fl ). ex 274 on lichrosorb NH2 dichlootiietha.an-etharol (97 /3) 
À en 418 on 
Sc~t I 1980 diervoeders I 2 ppb l Fl ~ ex 274 nn \ ticbrosorb Si60 chlorofonn/iso-octaan (75/25) 
~ en 445 nn 
l lichrosorb RP8 
+ 1,5% netharo1 I 
Farkel I 1979 maïskuilvoeders I 1o-20 ppb I U.V. 254 nn netharol/water (65/35) I 
I 
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